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論 文 内 容 要 旨
第1章 序論
高等動物 の性分化 は、第一 に性染色体 の組み合わせの相違 によ り支配 される と
考 え られる。哺乳類 においては1991年p.Goodfellowら によ りY染 色体上 のSRY
遺伝子 を導入 された トランスジェニ ックマウスにおいて、XX染 色体 を もち、雄
の生殖腺 と表現型 を有す る個体が生 じたこ とにより、明 らか にその遺伝子が雄性
を導 くことが示 された。
鳥類 は、 哺乳類 の買型、雄ヘテロ型 とは異な りZW型 、雌ヘテロ型の性染色体
構成 をもつが、哺乳類で見 出されたSRYに あたる遺伝子 はZ,Wの 両染色体上か らも
未 だ報告 されていない。 しか し雌性 ホルモ ンであるエス トロゲ ンに関 して興味深
い知見があ る。
1)ニ ワ トリ雄の5日 胚 にエス トロゲ ンを投与すると左側の生殖腺のみ発育 して卵胞
を持 った 卵精巣 になったが、右側 の精巣 は退化 した。
2)ニ ワ トリ雌の6日 胚 よ りエス トロゲン合成酵素のP450・aro皿ataseの 訳NAは 、検 出
されるが、5日 及び7日 胚 をP450-aromataseの 阻害剤で処理す ることで、性染色体
構成 は雌であるが 精巣 をもつニ ワ トリ個体が生 じた。
これ らは、遺伝的にZZ一雄型 または、ZW難 型であるにも関わらず、発生初期段階
の特定のあ る時期 におけるエス トロゲンの有無、あるいは量的バ ランスの変動 に
よって、表現型の雌雄(卵 巣 をもつのか、精巣 をもつのか)が 変化 し得 る事 を示唆
する。 また発生上の特異的な時期 における性ステロイ ドホルモ ン生合成に関与す
る遺伝子、それ らの産物、並 びにそれ らの遺伝子 を発現制御する機構 の重要性 を
考 えさせ る。
著者の所 属する研 究室では、 これ までにニワ トリの性ステロイ ドホルモ ン生合成
系遺伝子や、そのcDNAの クローニングを行 って きた。 また、性ステロイ ドホ
ルモ ン生合成系の上位 にある と考え られる、脳下垂体前葉 ゴナ ドトロフ細胞 より
分泌 されるゴナ ドトロピン(FSH:卵 胞刺激ホルモ ン、LH:黄 体形成 ホルモ ン)の レセ
プ ターのcDNAク ローニ ングも行 って きた。これ らゴナ ドトロピンは、性周期 の特
定の時期 に、それぞ れに対応する特異的な レセプターを介 して細胞内のセカン ド
メ ッセ ンジ ャーであるサイクリックAMP(cAMP):量 を増大 し、シグナルを伝 達す る。
この ことについては、広 く高等動物 において、共通に見 られ る現象である。す な
わち、生殖細胞の分化 と内分泌 に関わる卵巣および精巣の細胞 の分化 、増殖 と維
持、並 びに配偶子の成熟過程 をコン トロールす るペプチ ドホルモ ンである。標的
となる細胞では、 リガ ン ドを受 け入れるための準備、あるいは性 ステロイ ドホル
モ ン生合成系のカスケー ドを発現 させるための準備 としてまず第一 に特異的なレ
セプターを発現 しなければな らない と考え られる。この レセ プター遺伝子の発現
制御機構 を調べるこ とは、性分化過程 にお ける性 ステロイ ドホルモ ン合 成系 の発
現 に関す る重要 な知見 を もた らす ものと考 えられ る。そ こで本研究では、ニワ ト
一156一
リFSHレ セプター(cFSHR)遺 伝子 の誘導発現 に関与すると考 えられる遺伝子上流域
配列中の シスエ レメン トの同定 を目的 と した。
第2章 ニ ワ トリFSHRcDNAク ロ ー ン の 機 能 発 現 解 析
著者 の所 属 す る概 究室 にお いて 、 鈴 木 らに よって ニ ワ トリ40日 雛卵 巣 よ り
ニ ワ トリFSHRcDNAと 予 想 され る ク ロー ンが得 られ た。 この ク ロー ンの塩 基配 列 か
ら予 想 され る ア ミノ酸配列 は、既 に報 告 され てい る ヒ ト、 ラ ッ ト、 ヒツジのFSHR
の ア ミノ酸配 列 と約80%の 同一性 を示 した(Fig.1)(Table1)。
本研 究 で は まず このcDNAを 動 物細 胞発 現 ベ ク ター:pRc/RSVに 組 換 え、 ヒ ト293
細 胞 に導 入 、発 現 させ た。 これ らの細 胞 集 団 に対 して 、1251で 標識 した ニ ワ ト
リ標 準FSH、 未標 識 ニ ワ トリ標 準FSH(cFSH)、 未標 識 ニ ワ トリ標 準LH(cLH)、 未
標 識 ヒ トFSH(hFSH)お よび未標 識 ヒ トLH(hLH)を 用 いて 、拮抗 的 ラジオ リガ ン ドレ
セ プ ター ア ッセ イ(RRA)を 行 っ た。
Fig.2-Aで 示 した よ うに、 このcDNAを 含 まない ベ ク タr(かRc盈sv)の み を トラ ンス
フェ クシ ョン した細胞 と較 べ て、 このcDNAが 発現 され るpRSVcFSHRを トラ ンス フ ェ
ク シ ョン した細 胞 で は、顕著 な1251-cFSHの リガ ン ド濃 度依存 的 な結 合 が確 認 され
た 。 また この結合 活性 は、Fig.2-Bで 示 されて い る ように、cLH及 びhLHに 較 べ
て 、cFSH並 びにhFSHに よって よ り強 く競 合 され る こ とか ら、 このcDNAが 、 ニ ワ ト
リFSHRの 遺 伝情 報 を有 す る こ とが 確 認 された。'
TableIRelativelevelsofsimilaritiesofaminoacidsequencesofFSHRandLHCGRderivedfromseveral
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第3章 ニ ワ トリFSHR遺 伝 子上 流域 配列 のク ローニ ング
XbalKnnbalXba
斎藤靖史博士作製の雌 ニワ トリ60日 雛血液由来のλ一GEM12ゲ ノミックラ イブラ
リーか らcFSHRcDNA中 の予想翻訳開始点か ら740bpの フラグメン トをプロー ブに
し、セカン ドスク リーニ ングまでで13個 のクローンを単離 した。
個々の ファー ジク ローンを鯉bd及 び5麗1で 消化 し、cFSHRcDNAの 最上流 か ら220
bpの フラグメン トをプローブにし、サザ ンプロット解析 を行 い、2個 のcFSHRcDNA
の最上流 を含む クロー ンを得た。これ らを様々な制限酵素で処理 することでマ ッ
ピングし、Fig.3で 示 された位置関係 にあることを推定 した。
ゆ ・FSHRgen・
SacISacIEcoRISaclSOISau3Al
xゐα1ゆ η ムαIxゐ α1
ロ
Xゐ α1-5ηzα1:probe
〈 き一一 一 一一 一 一 一 一 一 一 一一 一 ～18kb一 一 一 一一 一 一 一一 一 一 一 一 一 ・→ 〉
Fig.3Restrictionsitemapofthegenomicclone,A.cFSHR-G5,containingalongerinsertofthe
5'一upstreamreaonofthechickenFSHRgene.
第4章 ニ ワ ト リFSHR遺 伝 子 上 流 域 配 列 の 構 造 と 転 写 開 始 点 の 決 定
第3章 で クロー ニ ング したcFSHRの 上 流域 を含 む2個 の ゲ ノミ ック クロー ンは上 流
の含 まれて い る長 さは異 な るが 、下流 域 につい て は マ ッ ピン グの結果 か ら同 じ
と考 え られ た。 そ こで よ り上流域 まで を含 むク ロー ンをpBiuescriptKS+に サ ブ
クロー ニ ン グ(bBScFSHR-G5)し 、 τaqpoly凪eraseサ ーマ ル シーケ ンス法 を行 っ
た上 、 オ ー トシ ーケ ンサ ー に供す る こ とで、塩 基 配列 を決 定 した(Fig.4)。
次 に、 この遺伝 子 が発 現 して い る卵巣 組織 よ り分離 した穎粒 膜細 胞 、爽膜 細 胞 か
ら全RNAを 抽 出 し、 そ の各20μ9を 用 い て プ ライマ ー伸 長 実験 を行 い転 写 開 始 点 を決
定 した(Fig.5)。 な お、 この実験 に用い た プラ イマ ー には 、cDNA内 部 の適 当 な部位
に存 在 す る相補 鎖 配 列 を合 成 して利用 した。 この結 果 、転 写 開始 点 は 開始 コ ドン
の上流175bpと 決定 された。
決定 した上 流 域 配列 につ い てGCGSoftwarefindpatternsprogra皿 に よっ て既知 の
転 写 調節 因子 の結 合 モ チ ー フを解 析 した ところ幾 つ かの モチ ー フの存 在 が 認 め ら
れ た。
以上 の情報 と決 定 した転 写 開始 点 を もとにニ ワ トリFSHR遺 伝 子 上 流域 配 列 は、





































































































































GA瓦TTC跳GTGA皿 ハACCGG既 丁(≡艶㎜C(㎜ α㎜ 田AτC「rCAATGGTGCTτC
田AGA㎝1㏄CTGTG㎜ ㈱ ㎜ 鯉G田G㎜ 皿 田魅 職 蹴CTCACTC㎜C瓦 ㏄C
GT㎜ 管G㎜G㎜GC麹G肝G密G田A㏄G㎜ 思珊 忠GCC㏄AC皿 覧AAC匹AAGAGG
A鳶G(≡距LGC(臨CCTCCC㎜ACτCC㎜A㎜ 盛AACT(込 皿黙A冊TG「 聾TGTGGCCCCCTG鳶CC
CACCG△G一 ㎜TGCTGCC田G曽GT㎜CACCATTTG田GT肥 ㎜CGムAGC鳶C
GCαPTGGCG① 踊G㌘㎜G瓦AAGτC双PT田 触 田AA口1TG㎜GAIPCCCTT田CTGACC㏄(二AG
TG①Gα2賀 一A烈 ㏄ 「罵CG麹C一 田A㈱ ㎜ACC㎜G測 ㏄CGGムAAC
A醗 ㎜AG皿AG㎜T㎜ 皿G徽G和CC(廼G盈GTTA醒 田G㎜ ㏄CGCTA田GTC「 ㎜ 「PC冊
GGT一 ㎜ 一 ㎝ 一 ㎝ ㎜ ㎜CC㏄ ㎜ ⑳C㎜ 一
1㎜C田AC瓦A江 ℃CATT肛 ℃A㎜G㎜CZ製IPG盈TTGC田G融TGGτGA!rGT望L㎜GGTTG
A麹GG「蹟!㎜ 「肥 賀瓢 ㎜G㏄TGTTCCαm㎜(瓶GC質}TTGGCTGCCGTGAGGCCTCC
CαrCAGCCT㏄TCT㏄TCTG〈 ≡GC㎜CAA盈(三 諏C盈GCGTCαPCAGCACTCCT(込GACA冊C
CA賀TCC煕 ㎜CCTT(加CAC(㎜G斑 ハ」㏄CTTC(㎜ 鷹GA「罵CC㏄T㎜ 己(渦CC㎜
ATGGCC㎜G聖GCC㎜GG田 賎CC(二込G孔TC田A(議CCCA(理 ハCTGGGG△ 肝GAGGCCGCAT黙
GmAG瓦GK=融GAGGG為A(掘C(漁 応CCCC田CGCC(込G肛 ℃TTT望 丁㎜ 盛㏄C(期 ㎜TTTTCC
A田A肛㎜(澗 肛!A田AC躍田(蒲 理」配PT㎜G醜 田G査G田CACτC鼎CTC田AGCGGΨCAC?CCCコロコロロコロコ　ロロ
GT㏄ 丁田鰍蜘(込CC田 鰍巴㎜GAハ 」㏄C皿 舳C瓦G醜TGG融 α㎜ 麹C盈㎜A江1麹C賀 思G「三!船
CT㎜ ㎜ 里麟CCC口TT兜 ハCAT7TCA㎜ 盛(㎜CA㎜CAG㎜G㎜AGGA(勘GGTτGTCATG
AC-A鷹C㎜(堀 烈四 皿㎜(恥 ㎜(紅 ℃}「PTCTCA㎜(瓢 沈四 ㎜ 田肌
GTG蝕 α2GGGGAAAムAn「 恐AACAAG「 懇賀讐田?G㎜ 引巳A㎜ 巴肱 田A田A口田AGGG皿ACTG肥
G盈α醒㎜ 鰍㎜G{ヨa蹴 ㎜ ハG哩P{lX≡…瓦A三1℃ム1肥丁「コA(㎜ ㏄ 丁巴A為』口(2製田C肛℃A肛℃T(㎜CAロロロココロロコロコロ
CC㎜C㎜ 覧CCAG田ACT㎜ 田丁囎 ㎜GG①GA(凱 鵬 「r(㎜ ㏄ 「1㎜CAGA(㎜GA(込
C=lGTCTT竃}TGTCT㎝ 囎 肌C㎜ 丁田M恥G㎜ 鰍田㎜LT田A田(瓶GGAGTT銑 田ハAT田 ㎜C
船AAAGAAム(温dCA瓦ACムA!P(㎜CCCCAG(澱 ㎜CAGCTGCCT㎜AC(温GαPτ
A田TC㎜GC照 猫GG鯉 ㎜G猫GT(瓢(週 田C盈(㎜GAG㎜ACACCTGGAA賀 ㏄ロコロロコロコロコココ
(乳GC田nG-TGα 融GATG匹C㎜ 鷹Cj囚酌Gα旧G田GCみ1田A「【PCT「11みA為JC田T
E工㎝ent4
一694ATA配 ㎜ 誓触GGACT(㎜GA-G=℃ ㏄CAG㏄CT(込 碧G盈管CATGA恕 麺
亟 至亟 卜㏄ 田肥TC㎜CCΨG螂C㌘ ㎝TG幡TG蹴 田㎜ ㎜ 麗 鯉CTG珊A
㎜TTC(漁TG賀m㎜ 囎1弛Gα㎜C『 鵬 「塾3層C(染GAG盈㎜ 囎TGGG囎(㎜A㎜C
一2フ4
一219
層CC一 鯉CTT田 ㎜(贈}τ 跳GGGAIGGAAIG乱GAGハ 〈漁 ㎜G(瓢G㎜ 皿A真
AG脇 τ騒CAG㎜ ㎜ △悪㎜GGTGCG㎜ λTT巴覧GCTCΨGGC㎜GGGCTGTハ 、TAG
C田TTTA△CACG㎜ 口AGA田 丁蹴n匹田盛CCCTハ 」巴㎜ 田A⊆璽ACACA㎜Tム 「r賀丁盈?㌘
τTGCαrA∈ 融G(瓢(製 一 測P(軸GGGGAGCA『 自㎜TACT
一 ・_8・ ・8_・9璽_._・.99層 ・
Rlemeロt3
ACCTCTCCTTCAGTGG(㎜ATGCαPGGGCτG「 豊AGGA(魏 一 懸GTCTC
ロ コ　 ロ ロ　 コ ロ コ　 ロ ロ ロ コ ロ コ　 ロ ロ
Ele皿e口t2
TT』隊GTC歴P別 〔r(㎜(㎜{rG一 冠瀧TCA聖A㏄TG3しGATGK掘GGCTCCCτTτCCA
一.一'一8一 ◎一 膠一8一 ■一 ●一8一 翻一 ■一 ●一A● 一 ・
一154CTG皿 盛GA竃Eハ」CG麹C㎜ ロ℃AAAム βC醒田=℃CA」G㎜ ㎜ ㏄rrG盈GGCCT(∋TGn㎜
の 昌 噂 .■_」










C誓C㏄ 「配 田C「野C(恐悪CC田ACτG田 醗GCCC潔 宏崩(懲 田C「PT①GACCAT(込 △CT(㎜C㎜





























… … 鮎 禦 翼AA… ・… ・一 一一1
Emn・ 夏随tronb⑦ 町d暫y
<← 一 一 一 一 一 一 一 一一 一 一 一 一 一5.3kb一 →>
Fig.6Structureofthe5'一flankingregionofthechickenFSHRgene .
一162一
第5章 レポーターCAT遺 伝子 を利用 した転写調節領域の解析
cFSHRゲ ノ ミック クロ ー ン(pBScFSHR-G5)よ り、主要 な転写 開始 点か ら開始 メ チ
オニ ンまでの塩 基 配 列 中 に存 在 す るXbaI部 位(+137)の 上 流約6kb、2kb、L6kb、
並 び に0.9kbの フ ラグメ ン トを切 り出 し、 レポ ー ターCAT(ク ロラム フェニ コー ル





























これ らの各 クローンをニ ワ トリFSHRの 主要 な発現部位(Fig.7)で ある卵巣の穎粒 膜
初代培養細胞 に トランス フエクション し、そのCAT活 性 を測定することでこの遣
伝子の発 現 に関わる領域 を調べた。 この結果(Fig8)よ り、ニワ トリ卵巣穎粒膜細
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胞 におけるこの導入遺伝子の発現 には、上流域0.9kbの 間 に存在する調節領域 が:有
効であ り、それ より上流域配列中には発現を阻害する要 因が含 まれる もの と考 え
られた。 そ こで上流域0.9kbま でを もつ上記の クロー ンか ら、ExoIII-Sl
nucleasedele面n法 によ りFl喜9に 示 すように切 り縮めた クローンをい くつか構築
し、同様 に穎粒膜細胞ヘ トランスフェクシ ヨンし、転写活性 を大 きく促進す る4箇
所 のエ レメン ト(Element1-4)を 見 いだ した(Fig.9)。また、 同 じ卵巣由来 の細胞で
はあるが、FSHR遺 伝子の発現が転 写 レベルで低 いことが見出された(Fi藪7B)爽
膜細胞へ、 これ らレポーターCAT遺 伝子を導入 した。CAT活 性 の発現の傾向 は、
穎粒膜細胞の場合 と類似 していたが、その活性 は、穎粒膜細胞 と較べ てi著しく弱
かった(Fl9.10)。 この ことはFig.7-Bに 示 したノーザ ンプロッ ト解析、並 びにFig.5
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第6章 ニワ トリ穎粒膜細胞核抽出液 を用いた転写調節領域の解析
第5章 よ りニワ トリ穎粒膜細胞内で、導入 されたFSHR遺 伝子が転写 されるために
促進的に働 くと考 えられるシスエ レメン トが推 定 された。 このうちエ レメ ン ト1
は一87CATと 一37CATの 間の50bpの 長 さの配列であるが、決定 した配列上、基本転写
因子であるTATAbindingProteinの 結合サ イ ト(TATA-Box)に よ く似 た配列 を含有
していた。CATの 活性 の強度 が、穎粒 膜細胞 において他の3つ の強いCAT活 性 の約
1/2で あること、泰膜細胞 においては他の3つ と同等であることを考えると、基本
的な転写活性 を与 えるエ レメ ン トと考 え られた。残 る3つ のエ レメン トの うち、対
照 とした爽膜細胞 での結果 との差が最大であるこ と、配列上類似 してお り、相互
に比較的近接 して いることか らエ レメン ト2、エ レメン ト3に着 目した。 これ らの
エレメン トを含 む2本 鎖断片218bp(一331～ 一114)を末端 ラベル したプローブを用
い、ニワ トリ穎粒膜細胞核抽出液、及び爽膜細胞核抽出液 中の蛋 白質 との親和性
をゲルシ フ トア ッセイによ り調べた。 また同時 にエレメン ト2の20皿er,エ レメン ト
3の30merを 特異的 コンペティター として25倍 モル数加 えた。 また、 このプローブ
領域にはGATA因 子の結合モチーフ(AorT/GATA/AorGあ るいは、その相補鎖)が
含 まれているので、このサ イ トの影響 を見るため に、32皿erの 結合モチーフ特異
的なコンペティターを25倍 モル数加 えた。その結果、穎粒膜細胞 の核抽 出液で
は、エレメ ン ト2の20皿er、 エ レメン ト3の30merを 特異的コンペティター として加
えた場合 に競合 を受 け希薄 となるバ ン ドの形成が確認 された(Fig.11)。 しか し
GATA因 子特異的コンペ ティターを加 えた ものでは、シフ トパ ター ンの変化は認め
られなか った。一方、爽膜細胞の核抽 出液 では、同 じプローブを用いたのに も関
わ らず、蛋白質 とDNAの 複合体 と考え られるバ ン ドの位置 は、穎粒膜細胞 由来のバ
ン ドと比較 してやや移動度が大 きくかつ、検出 され難いものであることが分かっ
た。 またそのバ ン ドは、エ レメン ト2、3特 異的なコンペティターによって希薄 に
な らず、興味深い ことにGATA因 子の結合モチーフ特異的なコ ンペティターによ
り、競合希薄化 された。 これ らの結果か らエ レメ ント2、3に 結合可能な蛋 白質
は、穎粒膜細胞 では明 らかに存在 している と考 えられた。爽膜細胞では、 これ ら
エ レメ ン トを含 むプローブに結合可能な蛋 白質は、穎粒膜細胞 に存在する蛋 白質
とは異質な ものであ り、 このプローブ内のエレメ ン ト2、3と は別の領域 に結合す
る蛋 白質である可能性が示唆 される。
両細胞 におけるこの結合能 の差は、Fig.5、7のRNAレ ベルにおける結果、 並び
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第7章 総合考察
著者 の所属する研究室で、 ラッ トFSHRcDNAの ホモロー グとしてニワ トリ40日 雛
より、 ニワ トリFSHRcDNAと 推定 されるクロー ンが得 られた。 このクロー ンは当時
報告 されていた ヒ トのFS}盈cDNAか ら予測 されたア ミノ酸配列 と類似性 を示 し、ニ
ワ トリFSHRcDNAで あることが示唆 された。本研究では、 このクローンを培養細胞
で発現 させ、ニワ トリFSHに 特異的に親和性 を持つことを、ニワ トリFSH標 準品を
用いたラジオレセプターア ッセイによって確 認 した。 また最近報告 されたヒッジ
のFSHRcDNAか ら予測 されるアミノ酸配列 を含めたホモロジー検索の結果において
も同一性 は83%以 上 に達 し、類似 した配列 を持つLHRよ り常に高い値 を示 したこと
も本クローンが ニワ トリFSHRのcDNAク ロー ンであるこ とを強 く支持する もので
ある。
この遺伝子の発現 は、卵巣及 び精巣で顕著であ り、卵巣においては単離可能な2
種の細胞で転写 レベルを確認 したところ穎粒 膜細胞 において強 く発現 してお り、
この点に関 して も哺乳類で報告 されている発現パ ターン(一 般 的にFSHRは 卵 巣内で
は穎粒膜細胞で、LHRは 穎粒膜及び爽膜細胞 で発現 してや る)と 一致す る。
プライマー伸長法によ り転写開始点を求め た ところ、穎粒膜細胞 において開始 メ
チオニ ンか ら175bp上 流のGが 主要 な開始点であ ることが分かった。 また感度 のよ
い同方法により爽膜細胞 においても僅かにこの遺伝子が発現 していることも認め
られた。
ニワ トリ血液由来λ一GEM12ゲ ノミックライブラリーより、cDNA最 上流 プローブを
もちいてFSHR遺 伝子の上流域 をクローニ ング し、転写開始点 よ り一2245bp上 流 まで
の塩基配列 を決定 した。転写 開始点上流 一38～一32には、イニシエーターコンセン
サス配列が、 さらにその上流 一79～一73にはTATA-box(TATA/AorT/A/AorT)に 類
似 した配列が認め られた。 しか し、高等動物のTATA-boxは 、通常転写 開始点 よ
り、25～30bp上 流 に存在する ことが知 られている。転写 開始点 よ り70bp以 上離れ
た位置に存在するTATAATC配 列 は、他種 のFSHR遺 伝子で言われ ているように、
TATA-boxと しての機能 はもたない可能性 もある。
決定 した塩基 配列 を もとに、 まず第一に転写 に必要な大 まかな領域 を決定 した
(Fig.8)。 これによりニワ トリ卵巣穎粒膜細胞 においては、決定 された一2245bpま
での配列 のうち、・746bpよ り下流 に主要 な発現促進エ レメ ン トが存在す る可能性
が示唆された。そこで この領域 よ り細かに切 り縮めた上流域 を含む レポーターCAT
遺伝子 を構築 し、卵巣穎粒膜細胞 に導入 し、得 られた活性 をもとにエ レメン トを
絞 り込んだ。この うちエ レメ ン ト1に関 しては、上記のTATA・B。x様配列 を含み、
FSHR遺 伝 子の基本的な転写 レベルに関与することが考え られた。エ レメン ト2、3
は配列上類似 していることが認め られた。卵巣爽膜細胞 に対 して同様の実験 を試
みた結果 、レポー ターCAT遺 伝子の発現のパ ター ンは穎粒膜細胞のそれ と同傾向を
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示 したが、いずれ も発現量は穎粒膜細胞 に較べて著 しく低 い ものであ った。 この
結果 は、前述 したRNAレ ベルの解析結果 を反映 したもの と考え られる。 また葵膜細
胞におけるCAT活 性 は、発現 しているいずれのdeletionCAT皿utantに おいて
もほぼ同等の値 を示 した。これは、エ レメ ン ト2、3、 及び4の 転写促進能は棊膜細
胞 において は無効であ り、穎粒膜細胞特異的にエ レメン ト1に よる基本転写活性を
促進する機能を有することを示唆するものである。
エ レメン ト2、3を 含 む2本 鎖断片218bpを 末端 ラベ ル したプローブを用い、穎粒
膜細胞核抽 出液でゲルシ フ トアッセイを行 うとプローブ と蛋 白質の複合体形成 に
ょると考 えられるシフ トバ ンドが検出 された。この反応系 に対 してエ レメン ト2、
の20皿er,エ レメン ト3の30皿erを 特異的コンペティター として25倍 モル数加えたと
ころこのバ ン ドは希薄になった。 またこのプローブ領域 にはGATA因 子の結合モ
チー フが含 まれているので、これに特異的なコンペテ ィター もまた25倍 モル数加
えた実験 を試みたがバ ン ドの競合希薄化 は認め られ なかった。一方、爽膜細胞核
抽出液で同実験 を試みた結果、穎粒膜細胞核抽 出液で得 られたバ ン ドより、やや
移動度の大 きい位置 に放射活性の弱いバ ン ドが検出 された。 このバ ン ドは興 味深
いことにエ レメン ト2、3特 異的コンペテ ィターによる競合は受 けず、GATA因 子の
結合モチーフ特異的 コンペ ティターによって競合希薄化 された。これ らは、 この
プローブ領域 に結合可能な蛋白質は両細胞 で異 なる性 質の ものであることを示唆
し、Fig.5,7のFsH㎜Aの 存在量 の両細胞 における差、Fig.10のFsHR5'上 流域 を
持つ レポーターCAT遺 伝子の導入実験か ら得 られた両細胞のCAT活 性の著 しい差の
原因である可能性が考え られる。
以上の結果か らエ レメ ント2、3に は穎粒膜細胞核抽 出液申の、何 らかの蛋 白質
が特異的に結合す るもの と考 えられた。エ レメ ン ト2、3中 には、コンピュータに
よるモチーフ解析の結果か ら既知 の配列 と完全 に一致す る ものは見い出 されてい
ない。DeletionCAT皿utantsを 用いた結果 と合わせて考 える と、穎粒膜細胞 は、
これ らのエ レメン トを利用 してFSHR遺 伝子 の転写促進 を行 う核 内環境 を有 してい
るもの と考 えられる。
ところで、他の高等動物のFSHR遺 伝子の転写調節領域 についての知見は現在 の
ところ乏 しいのが現状 である。ラ ット、ヒ トについてFSHR遺 伝子の転写開始点
付 近に 基本転写因子 の結合モチーフ(TATA-box、CCAAT)の 存在 は認め られて
いない。FSH-FSHRの 情報伝達系の もた らす現象 よ り推定 されるCRE、EREの 結合モ
チーフは、 ラッ ト、マウスのFSHR遺 伝子上流域 には認 め られていない。 しか しヒ
トではEREは 存在す る。
FSHR遺 伝子上流域 を結合 したレポーター遺伝子の導入実験 では、調べ られた全
ての種 において、FSHR遣 伝子 の発現部位で強い発現が得 られている(精 巣のセル ト
リ細胞、卵巣の穎粒膜細胞)が 、本研究のように異 なった上流域の効果を比較 して
新規 なエ レメン トの存在 を示唆するに至った研究は報告 されていない。
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本研究で行 われ たモチーフ解析 の結果では、CRE,EREと いったエ レメン トはラ ッ ト
及びマウス と同様 に完全な もの としては見い出せなかった。 しか しcAMPが 間接 的
に発現 に関与す る可能性 は残 されている。 一1457～一748bpの 間にはAP-1の 結合 モ
チーフが3カ 所存在 しているか らである。転写 因子AP-1は 、プロ トオンコジー ン
c-fosそ してc-junの 産物 よ り形成 されるヘ テロダイマーで、この うち、c-fos遺 伝
子の発現がcAMPに よって誘導 されることが明 らかとなっているか らである。本論
文ではデー ターを示 していないが、一1457～一748問 のdeletionreporterCAT
mutantsの 穎粒膜細胞への トランスフェクシ ョン実験か ら得 られた結果は、Fig.9
で示 した一1457CATの 活性 と有意 な差 は認め られ なか った。即ち転写抑 制因子 とし
てのAP4の 関与 が考 えられるのである。最近 の報告 によると、Jun蛋 白質にはい く
つかの種類 が認め られてお り、Fos蛋 白質 との組み合わせ によっては、認識するモ
チーフは同 じであるにも関わ らず、転写促 進 因子 として作用せず に転写 を抑 制す
る場合があ ることが示唆 されている。 また一 方で、ニワ トリFSHR遺 伝子の上流 に
存在するAP-1コ ンセ ンサスエ レメ ン トは、 この遺伝子 の発現 に関わっていないと
いう考 え方 も出来 よう。EREに 関 しては、ニ ワ トリにおいて も見いだせ ていない
が、ステロイ ドスーパ ーファミリーに属する転写因子SF-1の 結合可能 なモチ ーフ
は存在 した。 しか しニワ トリにおいて同転写 因子のホモローグの存在 が明 らかで
はないこ とよ り、議論す るには時期早 尚であ ろう。厳格 な発現制御がな されてい
る と考え られるこの遺伝子の転写促進 に関与す る領域 、あるいは、転写 を特異的
な時期 まで厳格 に抑 え込むため に必要 な領域 を決定するこ とは、極 めて重要 な意
味を持つ と思 われる。
本研究 とこれ まで報告 された他種 のFSHR遺 伝子の5'一上流域 中で 特 に転写開始
領域の近傍 に共通 して、完全 に保存 された既知 の結合モチーフと してAorT
/GATA/AorG(あ るいは、その相補鎖)が 認め られた。 この配列が機能的なもので
あるか どうかは、GATA因 子群のFSHR遺 伝子発現細胞での発現 を認めた上での解析
が必要である。マ ウスでは、精巣 セル トリ細 胞で時期特異的なGATA-1の 発現 が報
告 されている。 興 味深い ことにセル トリ細 胞のFSHRの 翻訳 レベ ルの発現は、
GATA・1の 発現 とアンチパラレルな関係 にある ことが示 されている。 この現象は、
前述 したFSHR遺 伝子の発現抑 制に関与する可能性 を考えさせ る。ニ ワ トリにおい
ては、心臓、腸 、卵巣で強 く発現す るGATA-6が 最近報告 されている。本研 究で
は、ゲルシフ トアッセイにおいて、GATA因 子の結合モチ ーフに対 しての穎粒膜細
胞核抽出液 由来の蛋 白質の複合体形成を予想 させる結果は見いだされていないが
プローブ とした領域以外 に3箇 所 このモチー フが存在 してお り、転写 因子同士の複
合体形成 による制御の可能 性を考 える と完全 に関係の無い もの とは言い切れない
と思われる。
本研究 では、転写促進 とい う面か らニワ トリFSHR遣 伝子 の発現 に関わるエ レメ
ン トを探索 したが、実際にこのエ レメ ントに結合す る蛋 白質が同定 されれば、広
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く高等動物 に共通 して発現 しているこのレセプターの細胞特異的、あるいは時期
特異的発現の謎 を解 く鍵 となる ものと思われる。
〈要 約 〉
1.ニ ワ トリFSHRcDNAク ロー ンをヒ ト293細 胞 で導入、発現 させ ラジオリガンド
レセプターア ッセ イによ りFSHRの 機能発現 を確認 した。
2.ニ ワ トリFSHR遺 伝子の転写上流域 を含 むゲノムDNAク ロー ンを取得 し翻 訳開
始 コ ドンよ り2420bp上 流 までの塩基配列 を決定 した。
3。主要な転写開始点 は、翻訳開始 コ ドンよ り175bp上 流のGで あることを見い出
した。
4.一1455～+1の 問には、AP-1、GATA因 子群、sF-1、Pid、 転写 イニシエー
ターのシスエ レメン トが存在することを明 らか に した。
5.ニ ワ トリFSHR遺 伝子 は、転写 レベルでは精巣、卵巣での発現が著 しく、卵巣
では穎粒膜細胞で特 に強 く発現 している ことを明 らかに した。
6.FSHR遺 伝子上流域 と連結 した レポーターCAT遺 伝子の導入発現実験か ら、穎
粒膜細胞特異 的な転写促 進に寄与する4つ の配列エ レメン トを見い出 した。
7.エ レメ ン ト2お よび3に は、穎粒膜細胞 に特異的な核 内蛋 白質が結合す ることが
示唆 された。
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論 文 審 査 の 要 旨
卵胞刺激ホルモン(FSH)は 脳下垂体前葉から分泌され るペプチ ドホルモンで卵巣および精巣
の標的細胞に対してFSH受 容体(FSHレ セプター;FSHR)を 介して作用 し,こ れら生殖腺細
胞の増殖,分 化を促 し,生 殖細胞の分化と生殖腺細胞の内分泌機能の発現に必須の役割を果たす。
本研究はニワトリ初期胚における性分化に性ステロイ ドホルモンの生産が重要であるという知見
に基づき,性 ステ ロイ ドホルモン合成系遺伝子群の発現に関わると予想されるFSHRの 遺伝子発
現の制御機構を探 ることを目的とした。
ユワトリのFSHR遺 伝子はまだクローニングされていないので,本 研究では先ず,い くつかの
哺乳類のFSHRcDNA配 列中保存性の高い部分をプローブとしてニ ワトリ卵巣cDNAラ イブラ
リーから得たクローンを高発現ベクターに組み込み,ヒ トの293細胞に りん酸 カルシウム共沈法
で導入し,レ セプター活性の発現とそのニワトリFSI{に 対する高親和性を1251標 識FSHの 結合
活性と各種の リガソドによる競合試験によって確認 した。次にこのFSHRcDNAク ローンをフ.
ローブとしてニワトリのFSHR遺 伝子の上流域約18kbを 含むゲノムクローンを取得 した。転写開
始点を決定 したのち,そ の上流約2kbの 塩基配列を決定 したところ,AP-1,GATA,SF-1,Plt-
1な ど既知の転写因子の結合配列の存在が見いだされた。プロモーター配列としてのTATA
ボックスは存在 しないがイニシエーター配列が転写開始点に存在した。 ノーザ ンプロヅト解析に
より,FSHR遺 伝子は精巣,卵 巣で特異的に発現 し,卵 巣では穎粒膜細胞で強い発現が,き ょう
膜細胞ではきわめて微弱な発現が認められた。このようなFSHR遺 伝子の組織ならびに細胞特異
的発現の機構を転写 レベルで解析するため,上 流域配列を さまざまな長さに欠失させて レポー
ター遺伝子としてのクロラムフェニコールアセチル トランスフェラーゼ(CAT)遺 伝子の上流に
結合させ,ニ ワトリ卵巣の穎粒膜細胞,き ょう膜細胞の初代培養系に導入してCAT活 性を測定し
た。その結果,上 流域一37～ 一87,一218～ 一233,一296～ 一319,一731～ 一746bpの4ケ 所の配
列が顯粒膜細胞で著しい転写促進を示すことが分かった。この うち一218～ 一233,一296～ 一319
は互いに類似した配列であ り,哺 乳類のFSHR遺 伝子の上流域にも存在したが,既 知の転写因子
の結合配列ではなかった。 これらの配合に結合するタンパク質が穎粒膜細胞の核抽出液中に含ま
れ,き ょう膜細胞の核抽出液中には認められないことをゲルシフ ト法で示 し,こ れらの配列部位
が特異的なFSHR遺 伝子の発現に関わっていることを示唆した。
このように,著 者の研究により,ニ ワ トリのFSHRcDNAク ローンが得られ,ま た哺乳類でも
研究の進んでいない同遺伝子の組織,細 胞特異的発現機構の一端が初めて明らかにされた。本研
究の成果は今後,性 分化に対するFSHR遺 伝子の関与を解析するための貴重な材料 と情報を提供
するものであることから審査員一同著者は博士(農 学)の 学位を授与され るに充分の資格を有す
ると判定した。
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